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論文内容の要旨
小麦種子には他の穀類にみられないグリアジンとグル
テニンの 2種のタンパク質が存在し，小麦粉に水を加え
混捏すると両者の複合体である粘弾性を示すグルテンが
形成される。これが小麦粉生地の骨格となり，その性状
によって菓子類，麺類，パン類など小麦粉の用途が決定
される。グルテンはグリアジンとグルテニンがジスル
フィド（SS）結合，水素結合，イオン結合，疎水性相
互作用などによって複合体化して形成される。グルテ
ン，グリアジンおよびグルテニンが不溶性であることか
ら，グルテンの形成機序ならびに両タンパク質の挙動に
ついては現象論レベルの解析に留まりタンパク質科学的
視点からの研究は不十分で，未だ形成機序は解明されて
いない。
本研究では，製パン業界で既知の知見として知られて
いる，脱脂乳の加熱処理の程度によって製パン性への影
響が大きく異なることに着眼し，小麦粉タンパク質と乳
タンパク質における分子間相互作用ならびにグルテン形
成との関係について研究を行った。
脱脂乳の製パン性には b-ラクトグロブリン（b-Lg）
の挙動が大きく関与すること，未変性 b-Lgは製パン性
を阻害し，b-Lgが k-カゼイン（k-CN）と加熱複合体を
形成するとその製パン性阻害作用は消失することを明ら
かにした。さらに，b-Lgと親和性を示す小麦粉タンパ
ク質が w-グリアジンであることを突き止め，同グリア
ジンが水溶化すると生地の伸展性が小さくなり，製パン
性が低下することを明らかにするなど，従来未解明で
あった脱脂乳および乳タンパク質の製パンへの影響の機
序ならびに，その知見を基に生地の形成機序および同伸
展性の発現についてその一端を明らかにした。また，同
タンパク質含量の小麦粉における製パン性の差異を解明
する上で，w-グリアジンが分子マーカーとして利用で
きる可能性を見出した。
以下に，研究成果の概要を記述した。
Ⅰ 製パン性に影響を与える乳タンパク質について
1． 乳タンパク質の熱変性と製パン性の関係
非加熱の脱脂乳と 60∼80℃で 30分間加熱処理した脱
脂乳を用いて製パン試験を行った。脱脂乳無添加のパン
の値を 100とした場合，パンの比容積は非加熱脱脂乳添
加では 90.2±1.1（±SD）と低下したが，60℃，70℃お
よび 80℃加熱処理脱脂乳ではそれぞれ 96.4±1.8，98.0
±1.9 および 100.4±1.7 を示した。パンのクラム（内
相）の硬さは非加熱脱脂乳添加で 138.0±11.3と高い値
を示したが，加熱脱脂乳ではそれぞれ 132.5±4.9，130.0
±14.8および 105.0±14.0を示した。
非加熱脱脂乳では比容積が小さく硬いパンとなった
が，加熱脱脂乳では加熱温度の上昇に伴い比容積および
硬さともに無添加と近似し，80℃にて 30分処理によっ
て脱脂乳による製パン性の低下は回復することが確認さ
れた。
さらに，その要因を探るため，脱脂乳の未変性ホエー
タンパク質態窒素含量（WPNI ; mg/g試料）を測定し
た。その結果，非加熱脱脂乳では 8.75±0.54（±SD）
を示し，60℃および 70℃処理ではそれぞれ 7.20±0.66
および 6.91±0.33と穏やかに値が低下したが，80℃処
理では 1.13±0.04と著しく低下し，WPNIが小さい脱
脂乳ほど製パン性が阻害されないことから，未変性のホ
エータンパク質が製パン性の低下に関与することが推察
された。
2． ホエータンパク質の製パン性に及ぼす加熱処理の影
響
前述の試験の結果，非加熱脱脂乳の添加による製パン
─ 111 ─
性の低下に未変性のホエータンパク質の関与が示唆され
たので，非加熱脱脂乳より分離したホエータンパク質を
生地に添加し，製パン試験を行った。その結果，比容積
は 81.6±3.1，硬さは 138.9±14.3を示し，ホエータンパ
ク質は製パン性を低下させた。
また，ホエータンパク質をカゼインと混合して製パン
試験を行った結果，非加熱では比容積が 79.4±2.3，硬
さが 210.4±10.8と大きく製パン性が低下したが，加熱
（80℃，30分間）では比容積が 93.4±4.3，硬さが113.0
±5.0を示し，無添加と有意な差はなく製パン性の低下
が抑制された。
非加熱脱脂乳の添加による製パン性の低下は，ホエー
タンパク質の作用であることが明らかになった。なお，
カゼインと混合し加熱した場合，および先に示したよう
に加熱脱脂乳では製パン性阻害がみられないことから，
加熱脱脂乳におけるホエータンパク質の製パン性阻害作
用の消失にカゼインの関与が示唆された。
3． 2D-PAGEによる乳タンパク質の熱変性の挙動解析
加熱による乳タンパク質の挙動を 2D-PAGEにて解析
した。一次元目の Blue-Native-PAGE では，非加熱脱
脂乳で 1200kDa 付近にカゼインミセル（a-，b-，k-
CN）が確認されたが，加熱脱脂乳ではカゼインミセル
よりも高分子量域にタンパク質の存在が確認された。次
に，二次元目を SDS-PAGE（Me＋）にて泳動したとこ
ろ，加熱脱脂乳ではカゼインミセルに含まれる k-CNが
少なくなり，1200kDa以上の高分子量域に k-CNおよ
び b-ラクトグロブリン（b-Lg）のバンドが確認された。
k-CN と b-Lg は SS 結合し複合体を形成することが既
に報告されているが，本結果より，カゼインミセル表面
を被覆している k-CN は b-Lg と SS 結合することで
CNミセルから脱離することが明らかになった。
そこで，b-Lgを生地に添加し製パン試験を行ったと
ころ，比容積は 80.2±5.3，硬さは 215.7±19.0を示し製
パン性が大きく低下したが，b-Lgを k-CNを混合し加
熱して試験したところ，比容積 105.4±4.3，硬さ86.0
±5.0を示し製パン性が回復した。
以上の結果から，非加熱脱脂乳の製パン性阻害の原因
物資はホエータンパク質の b-Lgであること，またその
製パン性阻害は加熱処理によって b-Lg が k-CN と SS
結合による高分子複合体を形成することによって消失す
ることを明らかにした。
Ⅱ d-Lgがグルテン形成に与える影響要因について
非加熱脱脂乳の製パン性阻害要因である b-Lgが作用
する小麦粉タンパク質の検索を行った。b-Lgを添加し
て小麦粉生地を作製し，純水（S1），50mMトリス-塩
酸緩衝液（pH7.8，S2），50%プロパノール溶液（S3），
0.1M酢酸溶液（S4）および 1%SDS溶液（S5）にて順
次分画し，得られた各可溶性画分を SDS-PAGE（Me＋）
に供した。その結果，b-Lgの添加によって S1画分に無
添加ではみられない 55kDaのタンパク質が確認され，
S3および S4画分に溶出するグリアジンは減少した。b-
Lg・k-CN加熱複合体を添加した場合では無添加と同様
な溶解挙動であった。そこで，グリアジン抗体を用いた
ウエスタンブロットを行ったところ，55kDaタンパク
質はグリアジンであることを確認した。さらに，同タン
パク質について N末端アミノ酸配列を分析し，DDBJ
の FASTAにて既知のタンパク質との相同性検索を行っ
たところ，Triticum aestivum 由来の omega-5 gliadin
と 85%の相同性を示した。
グリアジンは a，b，γ，w-グリアジンの 4つが存在
し，強い疎水性相互作用によって会合体を形成してい
る。そこで，w-グリアジンがグリアジン会合体から脱
離し水溶化する要因を検討するため，ファーウエスタン
ブロット法を改良してそれぞれのグリアジンと b-Lgの
分子間相互作用について解析を行った。各グリアジンを
PVDF膜に吸着させた後，b-Lg溶液に浸した。b-Lg抗
体との反応試験の結果，w-グリアジンは同抗体に強い
陽性反応を示した。
このことから，w-グリアジンが b-Lgと結合し，グリ
アジン会合体から脱離し水溶化することが示唆され，b-
Lgによる製パン性の低下作用は同グリアジンの水溶化
によって惹起されることが推察された。また，各グリア
ジンおよび b-Lg・k-CN加熱複合体に k-CN抗体を同様
に作用させ試験したところ，何れも k-CN抗体に強い陽
性反応を示した。b-Lg・k-CN加熱複合体は k-CNが他
のグリアジンと強い親和性を示すため，同複合体はグリ
アジン会合体と強く結合することにより w-グリアジン
が水溶化せず，製パン性の低下がみられなかったものと
推察した。
Ⅲ グルテン形成に影響を与えるグリアジンの分子間相
互作用について
1． w-グリアジンの脱離がグリアジンの性質に与える
影響
b-Lgにより w-グリアジンが水溶化することで，粘性
を示すグリアジンの性質に影響を与えることが推察され
た。そこで，グリアジン 0.5gに純水 0.8mlを加えて生
地を作製し，物性を測定したところ，硬さ（gw/cm2）
は 591.4±84.6（±SD），粘り（gw/cm2）は 233.8±59.1
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を示した。一方，w-グリアジンを除去するとそれぞれ
652.2±97.7および 112.2±22.7を示し，硬くなり粘性が
低下した。なお，b-Lg・k-CN加熱複合体を作用させた
場合，それぞれ 607.7±74.4および 183.3±47.4を示し，
無添加と有意な差はみられなかった。
2． グリアジンの性状に対する疎水性相互作用の影響
グリアジンは強い疎水性相互作用によって会合してい
る。前述の試験において，グリアジン会合体から w-グ
リアジンが脱離すると，その物性が大きく変化した。こ
の様な変化は，w-グリアジンの脱離によって，グリア
ジン分子間の疎水性相互作用が増大したことによるもの
と推察された。
そこで，グリアジンの表面疎水性度（F.I./mg）を測
定したところ，通常のグリアジンでは 240±4.0（±SD）
を示したが，w-グリアジンが脱離したグリアジンでは
278±6.7と有意に表面疎水性度が上昇した。さらに，
動的光散乱装置を用いてエタノール溶液におけるグリア
ジンの分散状態の粒子径分布を測定したところ，w-グ
リアジンの脱離によって分布が大粒子側にシフトし平均
粒子径は 107nmから 357nmに変化した。
w-グリアジンが脱離することによって，グリアジン
会合体の表面疎水性度が高くなり，グリアジン分子間の
疎水性相互作用が強まることでその会合体が大きくなる
ことが明らかになった。
3． w-グリアジンの脱離が製パン性に与える影響
w-グリアジンを除いたグリアジンを小麦粉に添加し，
製パン試験を行った。通常のグリアジンを添加したパン
の値を 100とした場合，w-グリアジンの脱離によって
比容積は 94.3±4.9（±SD），クラムの硬さは115.6±10.2
を示し，膨らみが小さく硬いパンになった。
以上，グリアジン会合体から w-グリアジンが脱離す
ることによって，他のグリアジン分子間の結合力が強ま
り，このためグリアジン会合体が硬化し粘性が低下する
ことで，グルテンの性状が変化し製パン性が阻害される
ことが明らかになった。
4． 小麦粉タンパク質間の疎水性相互作用の解析
グリアジン分子間の疎水性相互作用の影響をさらに検
討するため，タンパク質の分子間距離および分子間相互
作用の解析に用いられる DST（酒石酸ジスクシンイミ
ジル ; スペーサーアーム 6.4Å）を用いて試験を行った。
小麦粉生地から調製したグルテンに DST を加え反応
後，0.1%SDS溶液に溶解したタンパク質量を測定した。
その結果，通常のグルテンでは可溶化率（%）は80.9
±3.0を示したのに対し，w-グリアジンが脱離したグル
テンでは 50.6±2.3を示しタンパク質が不溶化した。w-
グリアジンが脱離するとグルテン中のタンパク質分子間
の距離が小さくなり結合力が強くなることを確認するこ
とが出来た。さらに，各 SDS可溶性タンパク質を SDS-
PAGE（Me＋）に供しバンドパターンを比較したとこ
ろ，a-，b-，g-グリアジンの分子量域の染色濃度が淡く
なり，生地レベルにおいても各グリアジンの分子間距離
が小さくなることが確認された。
Ⅳ 同タンパク質含量の小麦粉における製パン性の差異
と グリアジンの関係
これまでの結果から，w-グリアジンの存在が製パン
性に大きな影響を及ぼすことが明らかになった。タンパ
ク質含量が同じにも関わらず製パン性が異なる小麦粉が
存在するが，その差異の原因については不明である。製
パン性が異なる 3種（A，B，C）の小麦粉（タンパク質
12%）の w-グリアジン量（mg/g 小麦粉）を RP-HPLC
にて測定したところ，製パン性が良好な小麦粉 Aでは
0.81，製パン性がやや劣る B および C ではそれぞれ
0.66および 0.62であり，3者間の製パン性と w-グリア
ジン量に相関性がみられた。また，グリアジンの表面疎
水性度（F.I./mg）を測定したところ，それぞれ 107.5，
112.2および 119.7を示し，製パン性の優れた小麦粉は
w-グリアジン量が多いため，生地の伸展性が大きくな
り高い製パン性を示すものと推察した。
総 括
小麦粉に水を加えて混捏すると，他の穀類にはみられ
ない粘弾性を持つ生地が形成される，この生地の特性が
小麦粉の加工特性と製品の良否に影響を及ぼすことか
ら，この生地骨格となるタンパク質・グルテンの性状解
明は穀類科学の命題となっている。本研究では，製パン
業界では既知の知見として知られている，脱脂乳および
乳タンパク質の製パン性への影響機序ならびに，その知
見を基にグルテンの形成機序および同伸展性の発現につ
いてその一端を明らかにした。
すなわち，非加熱脱脂乳による製パン性阻害はホエー
タンパク質の b-Lgが原因物質で，b-Lgは w-グリアジ
ンと結合し，同グリアジンをグリアジン会合体から脱離
させた。同作用によってグリアジン分子間の疎水性相互
作用が強まり，グリアジンが硬化して伸展性が低下し，
製パン性が低下することを明らかにした。なお，加熱処
理により b-Lgが k-CNと SS結合による高分子複合体
を形成することによって，w-グリアジンの脱離作用が
消失して製パン性が回復することを明らかにした。w-
グリアジンが脱離すると，グルテン分子間の疎水性相互
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作用が大きくなり分子間距離が小さくなり，グリアジン
は硬く伸び難い物性に変化した。グリアジンは生地すな
わちグルテンに伸展性を付与することから，同変化に
よってグルテン全体の伸展性が低下するものと判断し
た。w-グリアジンはグルテンの伸展性に大きな影響を
及ぼすタンパク質であることが明らかになった。グルテ
ンは不溶性の複合タンパク質で，数多くのタンパク質分
子が様々な結合によって形成されることは知られている
が，個々のタンパク質分子がどの様な役割を担っている
か十分な知見は得られていない。本研究によって，はじ
めて w-グリアジンのグルテン形成およびその性状に対
する役割を明らかにすることが出来た。また，同タンパ
ク質含量の小麦粉に関与する製パン性の差異に，w-グ
リアジンの量比が関与することを明らかにし，w-グリ
アジンが製パン性評価の分子マーカーとして利用できる
可能性を見出した。これらの知見は小麦粉生地の加工性
および製品の品質向上のみならず品種改良に繋がること
が期待される。
審査報告概要
提出論文は，小麦粉の加工特性と製パン性に関与する
生地すなわちグルテン形成について，タンパク質分子レ
ベルでの解明を試みる野心的な内容である。グルテンは
グリアジンとグルテニンが水和複合して形成されるが，
これらは何れも不溶性で，このためグルテンの形成にお
けるタンパク質分子間の相互の関係について，詳細は不
明である。本論文では，脱脂乳がグルテン形成を阻害す
る現象に着目し，同現象は w-グリアジン（wG）が脱脂
乳中の b-ラクトグロブリン（bLg）と結合することに
よって水溶化し，グルテンから脱離することによって惹
起されることを明らかにした。また，wGの脱離によっ
て生地が硬く伸展性が小さくなり製パン性が低下するこ
となど，製パン過程における現象とタンパク質分子間相
互作用の関連性の一部を明らかにすると共に，wGの含
量が高い小麦粉ほど製パン性に優れること，同含量が小
麦粉加工特性の評価に活用できることを見出すなどの成
果をあげている。審査員一同は，本論文内容について不
溶性で解析が難しいグルテンを基盤研究ならびに応用研
究として高く評価し，また，本専攻の外国語試験の審査
基準を満たしている。
よって，審査員一同は博士（農芸化学）の学位を授与
する価値があると判断した。
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